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breastcancerresistanceprotein(BCRP),multidrugresistance-associatedprotein4(MRP4) の 3種 の ATP-
bindingcassete(ABC) トランスポーターは,脳から血液方向の排出輸送を担う分子実体として,特に能
動的関門の主要な役割を担っていることが解明されつつある｡薬物の脳内分布におけるこれらの排出輸













































ヒトの大脳皮質 (男性 7名,16歳 -77歳)の凍結塊を用いて,nylonmesh法あるいはglassbeadscol-
umn法によって脳毛細血管を単離し,還元アルキル化および トリプシン消化処理 (37oC,16hr)を行った｡
安定同位体標識された内部標準ペプチ ドを添加 した後,LC-MS/MSのmultiplexedMRM modeを用いて
複数の標的蛋白質を同時に絶対定量した｡本解析は,東北大学大学院薬学研究科および医学系研究科の
倫理委員会の承認を受けて実施した｡
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審 査 結 果 の 要 旨
中枢疾患治療薬のヒト臨床試験における成功確率は8%と極めて低い｡候補化合物のヒト血液脳関門
(BBB)の透過性が低いことがこの主な原因の一つである｡この問題を解決するためには,ヒトBBBに
おける薬物輸送の分子機構を解明することが不可欠である｡この実現に向けて,BBBのtransporterの輸
送機能をBBBにおけるタンパク質発現量とinvitroで計測される単分子あたりの輸送活性の統合によっ
て再構築する,というphamacoproteomics(PPx)のアプローチ方法が合理的であると考えられる｡遺伝
子欠損マウスを用いた解析によって,p-gp,BCRPおよびMRP4の3種のABCtransporterがBBBにおけ
る薬物輸送に寄与することが報告されている｡そこで,本研究では,BBBのABCtransporterのinvivo
輸送機能を再構築できることを証明することを目的とし,新研究領域 ｢BBBPPx｣の開拓に取り組んだ｡
第 1に,ABCtransporterは広範な基質認識性を有するため,そのinvivo輸送活性を解明するためには,
輸送特性の異なる様々な基質のinvivo輸送速度を再構築することが重要である｡そこで,複数の非標識
化合物の混合液を用いて複数同時にABCtransporter発現膜小胞内-の取 り込み輸送を解析し,取 り込み
量をLC-MS/MSで同時定量するという網羅的基質同定法｢LC-MS/MSCocktailMethod｣の確立を行った｡
4段階のスクリーニングによって,50化合物から18化合物のMRP4基質が新規に同定され,本法が網
羅的な基質同定に有効であることが示された｡
第 2に,ヒトの凍結脳組織から脳毛細血管を単離してヒトの脳毛細血管内皮細胞における膜タンパク
質のタンパク質発現量をLC-MS/MSを用いて測定する手法を確立し,p-gp,BCRPおよびMRP4を含む
計 115種類の膜タンパク質のタンパク質発現量を示した｡ヒトBBBにおけるtransporterおよび receptor
のタンパク質絶対発現量,およびddymouseあるいはcynomolgusmonkeyとの種差が初めて解明された｡
上述の2つの実験によって輸送機能の再構築に必要な方法論が確立されたため,最後に,p-gpをモデ
ルとして,脳毛細血管におけるタンパク質発現量をinvitroの経細胞輸送解析で求めた単分子あたりの輸
送活性と統合することによってBBBにおける輸送機能 (K｡bra.nratio)を再構築できるか否かをマウスに
おいて検討したoその結果,解析を行った全 11基質のK,bmlnratioの再構築値は実測値と1･6倍の範囲内
で一致した｡p-gp特異的基質 (9基質)については,脳内および血衆中非結合型分率をさらに統合する
ことによってK,bm.nや K,u,b,ainを実測値と3倍以内の範囲で再構築できることが示された｡
以上,本研究は,ヒトBBBのABCtransporterのinvivo輸送機能を再構築する基盤を構築 し,ヒト
BBB研究を定性的解析から定量的解析-と新たな展開-導くための新研究領域 ｢Blood-BrainBarier
Phamacoproteomics｣を開拓した｡
よって,本論文は博士 (薬学)の学位論文として合格と認める｡
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